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(57) Un precede par lequel la presence et/ou ta quanthe <Tune 
.partis chtmlque contenant du terbium ou de reuroplum est 
determine* en eppliquant une tmputslon efectrique ft una elec- 
trode immergfie dans une solution et en mesursnt to retard de 
la lumfere emtee un certain temps apres la fin do flmpuision, 
ladite partie chtmlque etant tiee a ladite electrode, et/ou 
presente dans tsdhe aolution et ladite lumiere emise etant 
prise comma une Indication.de la quanthe de Is partie chi- 
mique presente a proxlmlte de ladite electrode. 
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T.mn4nAae»n^ prnriuite 61ectH ouement PT1 solution 

L 1 invention concerne le procede par lequel un compose 
5 luminescent dans une solution aqueuse ou non aqueuse est 
excite par une impulsion electrique soit directement par 
un transfert d' electrons depuis une electrode soit 
indirectement par une reaction intermediate induite 
elect rochimiquement. L 1 emission de lumiere depuis le 
10 compose est detectee apres la fin de 1' impulsion 
d* excitation. 

Le nouveau procede peut trouver des applications dans 
ces champs ou une limite tres basse de detection est 
necessaire, par exemple, dans les procedes analytiques 

15 bases sur les essais de liaison comme les immunoessais et 
les essais d f hybridation d'acide nucleique. 

Les procedes analytiques bases sur la luminescence 
dans ses modifications diverses" sont generalement connus 
pour leur sensibilit6, mais presentent leurs defauts a des 

20' concentrations tres basses des substances emettrices. La 
sensibilite de fluorescence est limitee par le phenomene 
cle diffusion de Rayleigh et Raman de meme que par les 
impuretes f luorescentes qui accroissent 1" emission 
d'arriere-plan non specif iques . La phosphorescence est 

25 principalement restreinte a l'etat solide et 1' emission de 
ce petit nombre de composes qui ont une phosphorescence en 
solution a temperature ambiante est en general extremement 
sensible a l'oxygene,. ce qui entrave leurs applications 
pratiques. La fluorescence differee de chelates 

30 lanthanidiques a ete utilisee comme base de procede d'un 
immunoessai, et ne permet qu'une limite de detection tres 
basse. Les procedes bas6s sur la fluorescence et la 
phosphorescence conventionnelles utilisent une excitation 
par la lumiere et necessitent une source de lumiere et 

35 des moyens optiques appropries. Les procedes bases sur la 
chimioluminescence (CD n'ont pas besoin de moyens 
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optiques d' excitation et les instruments sont en gfeneral 
tres simples. Cependant, les procedes CL sont .souvent 
soumis a une interaction chimique grave. 

• Le procede propose dans cette invention elimine 
5 certains defauts d'autres procedes bases sur la 
luminescence, Aucun instrument, optique d' excitation n'est 
utilise et 1' instrument electronique . requis pour 
1' excitation par impulsion par courant electrique peut 
Stre de fabrication tres simple. L'essence de 1' invention 

10 est que 1' Emission d'arriere-plan non specif ique est 
totalement elirainee en utilisant des composes lumine scents 
appropri6s .a luminescence de longtie duree et en mesurant 
1* Emission de lumiere un certain temps apres la fin de 
1' impulsion d* excitation. 

15 La chimio luminescence (ECL) produite electriquement 

est connue depuis longtemps. Son utilisation dans les 
immunoessais a ete proposee par Bard et autres (D.Ege, W 
Becker et A. Sard, Anal. Chera.56 (1984) 2413, pet Int. 
Appl. WO 86/02734) . lis proposent d'utiliser des composes 

20 contenant du ruthenium ou de l 1 osmium comme indicateurs 
dans les essais de liaison. Du platine et du carbone 
vitrifie sont utilises comme materiau pour 1' electrode de 
travail dans I'exemple donne, et 1' emission de lumiere 
depuis !• electrode est mesuree durant 1' impulsion de 

25 tension. 

Comme il a ete represente par les presents auteurs, 
une luminescence produite electriquement est produite a 
des electrodes d'alumine ou de tantale recouvertes d'oxyde 
par de nombreux ions inorganiques (K. Haapakka et autres, 

30 Anal. Chim. Acta 171 (1985) 259) et par des composes 
organiques fluorescents (K. Haapakka et autres, Anal. 
Chim. Acta 207 (1988) 195) en presence d' agents oxydants 
adequats. Dans ces etudes 1' emission de lumiere depuis les 
electrodes etait mesuree egalement durant 1* impulsion de 

35 tension appliquee aux electrodes* 
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II serait tres avantageux d'obtenir un precede qui 
utilise des Electrodes bon marche, de preference jetables 
et des composes a luminescence de longue duree qui soient 
relativement exempts d' interactions. Un tel precede serait 
utilise par exemple dans des essais de liaison tels que . 
des immunoessais homogenes et heterogenes permettant 
I'utilisation d 1 instruments plutot simples et bon marche. 
Dans les immunoessais ou plus generalement dans les essais 
de liaison deux composants reagissent de maniere 
specifique entre eux et le produit est quantifie par un 
proc6de approprie, hautement sensible. S'il est necessaire 
de separer le produit avant sa determination, le precede 
est dit heterogene, et homogene si aucune phase de 
separation n'est necessaire. En raison de leur procedure 
plus simple, les essais homogenes sont pr6ferables, mais 
jusqu'a present les essais heterogenes ont fourni des 
limites de detection plus basses, De facon typique, dans 
ces procedes, la presence d'un compose est indiquee en le 
marquant d'une partie chimique qui peut etre determinee 
avec une haute sensibilite, par exemple un isotope 
radioactif, un enzyme, un compose fluorescent, etc. II est 
particulierement avantageux de faire un marquage avec un 
compos6 fluorescent qui a une chute d« emission basse de * 
I'etat d'excitation. La plupart des echantillons soumis 
aux immunoessais contiennent une substance fluorescente 
naturelle qui accrolt 1' emission d^rriere-plan et par 
suite af fecte la limite de detection dans la determination 
fluorometrique con vent ionnelle. Des chelates d' europium- et 
de terbium presentent une duree de vie de leur emission de 
fluorescence dans le domaine des millisecondes, e'est-a- 
dire de plusieurs ordres de grandeur plus longue que ia 
fluorescence "naturelle" des composes organiques d ! origine 
biologique . 

Un essai homogene base . sur la luminescence est 
possible si ie complexe antiqorps-antigene absorbe a la 
surface peut etre excite de facon selective sans 
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excitation de compose marque dans la solution. Ceci a ete 
precedemment realise (U.S. Pat. 3 939 350 (1976)) en 
utilisant des antigenes marques lies a des anticorps 
relies a un curseur en quartz. L'echantillon est excite 
5 depuis un autre c6t§ du curseur, avec le rayon en 
reflection totale depuis. la surface du curseur. Dans la 
mesure seule la fraction liee a la phase solide est 
excitee, evitant ainsi la phase de separation. Le procede 
impose des exigences de qualite optique stricte sur le 

10 curseur d 1 echaritillon et en consequence son utilisation 
dans des essais de routine est restreint . De merae la 
diffusion et la fluorescence d'arriere-plan restent de 
serieux problemes. De maniere preferable une excitation 
des composes lumine scents sur la surface ou sa proximite 

15 immediate peut etre .techniquement plus facilement realisee 
en utilisant Une luminescence produite electriquement et 
1' influence d'une fluorescence d 1 arriere-plan peut £tre 
minimisee en utilisant des roar qu ages a electroluminescence 
ret ar dee . 

20 L 1 invention concerne un' procede pour determiner la 

presence et/ou la quant ite d'une partie chimique contenant 
du terbium ou de 1' europium en appliquant une impulsion 
electrique a une electrode immergee dans une solution 
contenant ladite partie chimique en solution et/ou 

25 absorbee .a la surface de 1* electrode, et en'mesurant la 
persistance de 1' emission de lumiere apres la fin de 
I 1 impulsion. L' emission de lumiere mesuree est prise comme 
indication de la quant ite de partie chimique pre sent e £. • 
proximite de 1' electrode. Le ^phenomene a mesurer sera 

30 appele lei electroluminescence retardee ou DEL en agrege. 

Ladite partie chimique peut avoir une structure . 
generale 

<M - Z) n - Lm -Yp 

35 dans laquelle M est du terbium ou de 1 'europium, . n 

est un nombre entier superieur ou egal a un, m et p des 
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nombres entiers egaux ou superieurs a zero, 2 est un 
coordinat polydentate, L est un groupe de liaison et Y est 
une substance qui sera decrite plus tard. Z, L, et Y sorit 
d'une composition telle que la partie chimique peut etre 
5 amenee a emettre de la lumiere en la soumettant aux 
conditions requises par 1' electroluminescence retardee. „ 

Dans le cas le plus simple m et p sont tous les deux 
egaux a zero et n est egal a un. Dans ce cas M-2 est un 
chelate de terbium ou d' europium. Une structure prefexee 
10 de Z est 



15 



m^" co ° 3 + 3* 3 + 

/— <~I>- COO~ ,+ M J » Tb J OU Eu* 

<^ c °-<ecVcoo- M3 • 



Le procede peut etre utilise par exemple pour la 

20 determination hautement sensible de terbium comme il sera 
decrit dans 1* exemple I . Dans un cas plus complique n,m£l 
et p£l. Les substances Y sont alors dites marquees par une 
marque DEL. Des substances adequates Y cpmprennent de 
nombreuses substances biologiques, par exemple, une 

25 cellule entiere une particule subcellulaire, un virus, 
un acide nucleique, un nucleotide, un oligonucleotide, un 
polynucleotide, un polysaccharide, une proteine, un 
polypeptide, un enzyme, un metabolite cellulaire, une 
hormone, un agent Pharmacol ogique, un alcalolde, un 

30 sterolde, une vitamine, un acide amine ou un hydrate de 
carbone, un anticorps derive de serum ou monoclonal. Dans 
le champ de cette invention, on inclut aussi des 
substances synthetiques, comme des medicaments, des acide s 
riucleiques synthetiques et des polypeptides synthetiques. 

35 La substance Y est liee a travers des groupes de liaison L 
aux chelates M-2. Les groupes de liaison peuvent etre ces 
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radicaux bivalents utilises generalement pour marquer les 
molecules d'analyte de molecules d'essai bien connues par 
les hommes de l»Art. Ces groupes de liaison bivalents 
comprennent un ureido, thioureido, un amide, tel que - 
CONH-, -CONMe- ; un thioether, tel que -S~, -S-S- ; un 
sulfonamide, tel que -SO2NH-, -S02NMe ; le groupe de 
liaison L peut aussi contenir une chaine moleculaire de 
composition et de longueur variable appelee espaceur. Cet 
espaceur est utilise pour garder la partie de chelate et 
la substance Y a une distance adequate l'une de 1* autre et 
il peut presenter les groupes de liaison ci-dessus 
mentionnes comme grroupes lateraux. Une partie de ces 
groupes lateraux est liee aux coordinats de polydentate z, 
une autre aux substances Y. Les coordinats de polydentate 
Z peuvent Stre un compose aromatique presentant des 
groupes lateraux qui chelatent tels que -CH2N<CH2CO0H) 2 . 
Voici une structure preferee du chelate : 




L' invention peut etre utilisee pour determiner des 
parties marquees d'interSt, pour utiliser des parties 
marquees pour determiner des analytes d'interet, ou pour 
utiliser des analogues marques d 1 analytes d'interGt pour 
determiner des analytes d'interfit a la fois dans des 
essais de liaison competitifs et non competitifs. ces 
essais de liaison peuvent 6tre heterogenes ou homogenes. 
Des essais de liaison analogues sont aussi utilises dans 
des techniques d'hybridation d'acide nucleique, ou les 
marquages DEL peuvent aussi trouver. leur utilisation, 
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comme les essais d' hybridation en sandwich et en point et 
tache de meroe que les essais d'hybridation utilisant une 
collection basee sur l'af finite et une technologie *CR 
(reaction en chalne polymerase) 
5 Par exemple, dans un immunoessai competitif 

1' anticorps est enrobe sur la surface de 1' electrode et 
l'antigene est en concurrence avec un marquage DEL pour 
les emplacements act if s de l'anticorps. L'antigene 
correspond maintenant a la substance Y et peut appartenir 

10 a un des types decrits precedemment. La quantite de 
complexe ant i corps-ant igene sur la surface de l 1 electrode 
est quantifiee par DEL soit directement apres 
immunoreaction soit apres une phase de lavage et addition 
d'une solution d'electrolyte adequate contenant par 

15 exemple du peroxydisulf ate. De facon alternative un 
immunoessai horaogene non competitif peut etre realise en 
immobilisant un anticorps '•en prise 1 * a la surface de 
1' electrode. Les antigenes d'6chantillon pris par ces 
anticorps sont quantifies avec l'utilisation d'anticorps 

20 marques par DEL qui se lient a un second emplacement de 
l'antigene. Dans ce cas les antigenes peuvent etre des 
substances enumerees precedemment en liaison avec la 
definition de Y. 

Le systeme de mesure est compose d'un generateur a 

25 impulsion, un potentiometre, une cellule d'echantillon 
avec deux ou trois electrodes, un filtre a lumiere 
optionnel ou roonochromatique, un detect eur de lumiere, un 
integrateur a declenchement ou compteur de photon. Le 
generateur a impulsion peut etre un generateur capable de 

30 produire des chaines d' impulsions librement programmables 
avec une amplitude reglable. 

Le potentiometre peut etre un potentiometre 
conventionnel a trois electrodes, ou, si seulement deux 
electrodes sont utilisees, un simple amplif icateur' de 

35 recuperation capable de produire quelques dizaines de 
milliamperes de courant. 
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La cellule d'echantillon et le detecteur de lumiere 
sont enf ermes 'dans la meme chambre etanche a la lumiere. 
La cellule a deux ou trols electrodes immergees dans la 
solution d' electrolyte. Dans le cas de trois electrodes 
une electrode est une electrode de reference, une autre 
est une electrode auxiliaire,-. et une autre une electrode 
de travail. Celles-ci sont reliees au potentiometre de la 
maniere convent ionnelle. L'emission de' lumiere est mesuree 
a partir de 1" elect rode de travail, qui est faite en un 
quelconque materiau conducteur. Le materiau prefere est un 
metal recouvert d'oxyde, par exemple, de l'alumine, du 
tantale, du zirconium qu de l'h'afnium. L'electrode *de 
reference peut £tre une quelconque electrode de reference 
convent ionnelle, par exemple une electrode calomel ou une 
electrode Ag-AgCl. L'electrode auxiliaire peut etre d'un 
materiau conducteur quelconque, le plus souvent de 
platine. Si deux electrodes seulement sont utilisees, t les 
electrodes peuvent §tre toutes les deux du meme materiau, 
par exemple de l f alumine, dans lequel cas, la lumiere peut 
6tre emise depuis les deux electrodes ou 1' autre electrode 
est d'un materiau different. De facon alternative la 
coupe lie d'echantillon peut §tre elle-meme d'alumine et 
elle fonctionne dans ce cas comme l'electrode de travail 
depuis laquelle la lumiere est emise. 

L 1 intensive de lumiere depuis l'electrode de travail 
est mesuree en utilisant un photomultiplicateur ou une - 
photodiode avec un filtre optionnel ou monochromatique 
entre, et le signal electrique. depuis le detecteur de * 
lumiexe est amene a un integrateur a declenchement ou un 
compteur de photon a declenchement. Le declenchement est 
synchronise avec les impulsions depuis le generateur 
d' impulsions avec un retard approprie. 

L'echantillon a mesurer pour sa DEL est un compose 
qui est dissous dans une solution ou absorbe a la surface 
de l'electrode de travail. Le compose doit avoir une chute 
lente de son electroluminescence. Les composes prefer6s 
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sont des . complexes de lanthanide luminescent , de 
preference tels que des chelates de Tb 3+ ou Eu 3+ , qui 
ont une chute a l'6chelle des millisecondes. Le compose 
peut 6tre mesure lui-meme ou peut dtre lie comme un 
5 marquage* au materiau d»essai. En plus du compose a 
mesurer, la solution d* electrolyte dans la cellule 
d'echaritillon contient de 1« electrolyte, de preference du 
sulfate ou de l f acetate pour accroltre la conduct ivite. Un 
compose oxydant, tel que le peroxidi sulfate, le peroxide 

10 d'hydrogene ou de l'oxygene dissous, peut fit re present 
dans la solution. La fonction de l'agent oxydant est de 
produire des radicaux hautement reactifs par une reduction 
electrolytique directe ou intermediate, par exemple, 
S208 2 " + e- S04 2 ~ + S04-- 

15 Ces radicaux reagissent avec le compose -luminescent 

produisant une emission de lumiere. En consequence 
1* electroluminescence est observee apres une impulsion 
cathodique a 1' electrode de travail. Des impulsions 
anodiques de tension peuvent fitre utilisees pour certains 

20 types de composes de lanthanide. 

Une succession d' impulsions cathodiques d*une duree 
adequate et d'un cycle operatoire dependant du compose 
luminescent est appliquee a 1* electrode de travail, 
L v emission de lumiere resultante est mesuree apres la fin 

25 des impulsions cathodiques en utilisant un retard et une 
largeur de declenchement appropries. Pour les complexes de 
terbium pref feres la longueur de 1' impulsion cathodique 
peut varier de 0,2 ms a 5ms, le delai apres 1' impulsion 
etant de 0,1 a 0,5 ms et la largeur du declenchement de 2 

30 ms a 10 ms. Pour les complexes d 1 europium les temps sont 
d' environ 4 fois plus courts. Le signal integre durant le 
temps d'ouverture du declenchement reprfesente en moyenne 
autant de periodes qu'il est necessaire pour realiser le 
■ rapport requis signal-bruit. 

35 
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EXEMPTS 1 

CQUrhe Standard Pour le terbium par AlAr*rrnnftHnpgr»g>nr-o 

La solution d'echantillon dans l'exemple est 0,3 M 
dans du sulfate de sodium, 0,001 M dans du peroxydisulfate 
de potassium et 10~ 5 M dans un 3,6 -bis-(N, N-bis 
(carboxymethyl) aminomethyl) -4-benzoylphenol, et a juste au 
pH 11,2 avec 5x10 ~4 M TRIS et NaOH. Les mesures de DEL 
sont faites dans des coupelles jetables en feuille 
d'alumine de 0,3 mm d'epaisseur et de 99,9 % de purete. 
L' autre electrode est un fil court de platine. Des parties 
croissantes de chlorure de- terbium sont ajoutees et la 
persistance de l 1 electroluminescence etait mesuree en 
utilisant des impulsions cathodiques de 1 ms de duree, de 
8,5 V d» amplitude et de 4 % pour cycle d 1 operation. La 
lumiere emise depuis la coupelle d'alumine etait detectee 
par un photomultiplicateur et un compteur de photon a deux 
canaux <Stanford Research, Model SR 400) . Le. declenchement 
d'un canal etait ouvert de 0,2 a 10 ms depuis la fin de 
1' impulsion cathodique et 1' autre- canal comptait les 
photons a "courant noir" depuis 10 f 2 a 20 ms. Apres une 
duree de comptage de 100 s les contenus des deux registres 
a compteur etaient soustraits l'un de l'autrel La table l 
et la figure 1 indiquent les resultats. 
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TABLE 1 

Terbium mol/L Photons/100 s 



10 -13 1.2.00 

10 -12 11-000 

10 -11 40.800 

10 -10 316,000 

1Q 10 -9 l.*750.000 

10 -8 15.824.000 

10 -7 112.000-000 

10 -6 565.000.000 

15 EXEMPLE II 



20 



NO 2 NO 5 r-® ( CH 2 COOCH 3 ) 2 



y^'b \=/ NH ( CH 2 COOCH 3 ) 2 V =^ / O ^L-iJ ( i 



25 



»N ^^(CH^COO ) 2 



CH 2 COOCH 3 ) 2 



NHo ^^N(CH 2 COOCH 3 ) 2 l.KOH/EtOH 



2 - TbC1 3 



io%pd/c — ° ^n(ch 2 cooch 3 ) 2 ■ 3mC sa. 2 

S=C=N JJ ( CH_COO~ ) . 
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Svnthftfift d e 4-f3-n i trohen7 . f) vl i - ;> . fi - his ru.N -*>^ <mAi-hr>v r 
carbonvlmethvl) aminomei-hvn ph*nm 

A une solution de 37 % de formaldehyde aqueux (0 r 81 
g, 10 tamol) dans du methanol (20 mL) etait ajoute un 
iminoacetate dimethylique (1,61 g, 10 mmol). La solution 
etait concentree sous vide. Une .autre partie de methanol 
(25 mL) etait ajoutee au residu et la solution etait 
concentree sous vide. Au residu etait ajoute du 4-hydroxy- 
3»-nitrobenzophenone (1,22 g 5 mmol), et le melange etait 
chauffe en remuant a 110°C pendant 20 h. Le produit etait 
purifie par chromatographic sur du gel de silice en 
utilisant le ■ chlorophorme comme eluant. La production 
d'huile jaunatre etait de 1,76 g (60%). *H NMR {CDCI3) : 
3.48 (1H, s), 3,58 (8H,s), 3,71 (12H, s) , 4,08 (4H, s) , 
7,73(2H,s), 7,56-8.58 (4H,m) . . 

Syntheftfi-dft 4-(3-aminpbenzoyl)-2,6-bi3 fN,N-bis fmethoxy- 
carbonylmethyn aminomethy 11 phenol (2) 

Un compose 1 (0,89 g, 1,5 mmol) etait agite pendant 1 
heure dans du methanol (50 mL) avec 10 % Pd/C (90mg) sous 
une pression d'hydrogene de 50 psi. Le melange etait 
filtre et evapore sous vide. Le produit etait purifie par 
chromatographic sur du gel de silice en utilisant du 
petrole leger (b.p 50-70 tt C) /acetate d'ethyle (2:5) comme 
eluant. La production d'huile jaunatre etait de 0,40 g 
(48%) . NMR (CDCI3) : k 3,56 (1H, s) , 3,59 (8H,s), 3,71 
(12H, s), 4,01 (6H, broad s) , 7,05-7,14 (4H, m) , 7,70 
<2H, s) 

Svnthese d'un complftyp terbium de 4~( 3-isot.hio- 

cyanatobenzoyl)-?, 6-his m.w -bis <carboxvmethvi> 

amlnnmet.hyn ph^nl 
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Le compost 2 (0,40g, 0,71 ramol) etait agite pendant 3 
heures dans 0,5 M KOH-ethanol (20 mL) et dans de l\eau 
(5mL) . La solution etait neutralisee avec 1 M HC1 et 
5 evaporee sous vide. -De I'eau (15 mL) et du chlorure de 
terbium etaient ajoutes, le pH etait ajuste a 8 r 0 et la 
solution etait filtree. Quelques millilitres d' acetone 
etaient ajoutes au filtrat, et le complexe de terbium 
etait filtre. Une petite partie du complexe (68 mg) dans 

10 de l'eau (3 mL) etait ajoutee en gouttes dans une solution 
de thiophosgene (31 J1L, 0,4 ramol) et NaHC03 (42 mg, 0,5 
mmol) dans CHCI3 . Apres rajout de quelques millilitres 
d f acetone le precipite etait filtre* et purifie par 
chromatographic sur du gel de silice en utilisant 

15. CH3CN/H2O (4:1) comme eluant. La production etait de 1,5 
mg (38 % ; base sur 2) - 

F.YFMPT.R IT I 

20 TpimnnnfrffgaJ ftn s snrtwi l-^j-^-myAnP .de t>hOBT?nol jpase A2 

Marquage d 1 antiserum PLA2 mouton-anti-humain : 

25 4 - (3-lsothiocyanatobenzoyl) - 2,6 bis [N,Nbis 

(carboxymethyl) -aminomethyl] complexe de terbium phenol 
(3, exemple II) etait utilise pour reagir avec un exces 
molaire de 60, avec l'anticorps au pH 9,5 durant une 

nuit. L'anticorps marque etait separe du complexe de 

30 terbium libre en exces sur une colonne remplie de Sephadex 
G-50 (1x5,5 cm) et de Sepharose 6 B (1x5,2 cm) en 
utilisant 0,1 M de tampon de carbonate de sodium pH 5,3, 
contenant 9 g/L de NaCl et 0,05 % NaN3 comme agent eluant • 

35 
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Rev§tement des coupelles d'alumine : 

Les coupelles d'alumine (faites de 99,9% de .feuille 
d'alumine de 0,3 mm d'epaisseur) etaient revet ues 
d' antiserum anti-humain PLA2 par absorption physique dans 
5 0,05 M Tris-HCl tampon, P H 7,5, contenant 9 g/L de NaCl et 
0,05% NaN3 (TSA-tampon) pendant une nuit a temperature 
■ ambiante. Apres le revfitement les coupelles sont lavees 
avec une solution <NaCl 9g/L,NaN3 0,01% et Tween 20 6,2 
g/L) et saturees avec 0,01% d'alburnine de serum bovin 
10 (BSA) pendant une nuit et stockees humides a +4°C, 

Immunoessai : 

Les coupes d'alumine etaient lavees une fois avec 500 
HL de solution. Puis 25 \jlL de standards contenant 0,9, 54 

15 et 324 ng/mL de phospholipase A2 dans un taropon-TSA (0,1% 
BSA) etaient ajoutes aux coupelles ainsi que 175 \IL 
d'anticorps Tb-marque anti-PLA2 (570ng/mL) dans un tampon 
0,05 M Tris -H2S04, pH 7.B, contenant B$A 5 g/L, KaN3*0,5. 
g/L. Apres incubation pendant 3 heures en secouant 

'20 continuellement les coupelles etaient lavees 6 fois avec 
la solution, L* electroluminescence etait mesuree dans les 
coupelles apres rajout de 450 jil de tampon Q,001 M Tris- 
H2SO4, pH' 8,7, contenant 0,3 molL Na2S04 et 0,001 mol/L 
K25208, comme dans 1'exemple I hormis que le temps de 

25 comptage etait seulexuent de 3 s. Les resultats de l'essai 
sont representes & la Table 2 et a la figure 2. 

. TABLE 2 

PIA2 ng/mL Photons/ 10 5 /3s 

30 

0 1,9 1,7 

9 3,0 2,4 

54 6,5 5,9 

324 18,6 24,5 
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EXAMPLE IV 

5 

Le revfetement des coupelles et le marquage de 
10 1" antiserum PLA2 mouton-anti-humain sont realises comme 
dans l'exemple III. 

Immunoessai : 

Lea coupelles d'alumine etaient lavees une fois avec 
15 500 ui de solution. Puis 25 UL de standards contenant 0,9, 
54 et 324 ng/mL de phospholipase A2 dans du serum humain 
etaient ajoutes aux coupelles ainsi que 425 *|iL d'anticorps 
Tb-marque anti~PIA2 <235ng/mL) dans un tampon 0,05 M Tris 
-H2SO4, pH 8.7 contenant BSA 5 g/L, KaN3 0,5 g/L, 0,3 
• 20 mol/L Na2S04, 0,001 rool/L K2S2O8. Apres incubation pendant 
3 heures en secouant cont inuel lement , 
1' electroluminescence etait mesuree directementi dans les 
coupelles comme dans l'exemple I hormis que le temps de 
comptage etait seulement de 3 s. I»es resultats de l'essai 
25 sont representes a la Table 3 et a la figure 3. 



TABLE 3 

PLA2 ng /mL Photons / 1 05 /3s 



30 


0 


1,6 


. 1,5 




9 


1,8 


2,1 




54 


3,1 


3,7 




324 


9,1 


10,4 
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RRVBWDTrATTOMS 

1. Un procede par lequel la presence et/ou une 
quant ite d'une partie chimique contenant du terbium ou de 
l'europium est determinee. par application d'une impulsion 
electrique dans une electrode iramergee dans une solution et 
en mesurant la persistance de 1' emission de lumiere une 
fois const atee la fin de 1' impulsion, ladite partie. 
chimique etant liee k ladite Electrode et/ou presente dans 
ladite solution et ladite lumiere emise etant prise comme 
une indication de la quant ite de partie chimique presente £ 
proximite de cette Electrode. 

2. Ua procede selon la revendicatf on 1, caracterise en 
ce que ladite partie chimique presente la formule ; 

(M - 2) n L Lra - Yp . 
dans laquelle : 

M est du terbium ou de 1' europium 
2 est un coordinat polydentate de M 

L est un groupe de liaison, tel que ureido, 
thioureido, un amide, tel que -CONH-, -CONMe- ; un 
thioether, tel que -S-, -S-S- ; un sulfonamide, tel que - 
SO2NHT, -S02NMe ; l peut aussi contenir une chaine 
moleculaire de composition et de longueur variable, qui est 
reliee k des coordinats polydentate Z par une partie des 
groupes bivalents precedemment mentionnes et & des 
substances Y par 1' autre partie 

Y est une substance fixee a 2 par un ou plusieurs 
groupes de liaison L 

n est un nombre entier egal ou plus grand que 1 

p est un nombre entier egal ou plus grand que zero • 

m est un nombre entier egal ou plus grand que zero ; 

3. Un procede selon les revendications 1 et 2, 
caracterise en ce que ladite partie est capable de se lier 
d un agent chimique. 
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4. Un procede de liaison competitif pour determiner 
la presence d'un analyte d'interet dans leguel 1* analyte et 
une partie chimique sont lies de facon competitive a un 
5 materiau chimique, la partie chimique presentant la 
formule : (M - Z) n ~ Lm ~ Yp 

dans laquelle : 

M est du terbium ou de 1' europium 

2 est un coordinat polydentate de M. 
iO L est un groupe de liaison, tel que un ureido, 

thioureido, un amide , tel que -CONH-, -CONMe- ; un 
thioether, tel que -S-, -S-S- ; un sulfonamide, tel que - 
S02NH-, -S02NMe ; L peut aussi contenir une chaine 
moleculaire de composition et de longueur variable, qui est 
15 reliee a des coordinat s polydentate 2 par une partie des 
groupes bivalents precedemment mentionnes et a des 
substances Y par 1' autre partie 

Y est une substance fixee a z par un ou plusieurs 
groupes de liaison L 
20 n est un nombre entier egal ou plus grand que 1 

p est un nombre entier egal ou plus grand que 1 

m est un nombre entier egal ou plus grand que 1 

le procede consist ant a : 

a) mettre en contact le materiau, la partie chimique 
25 et. 1' analyte sous des conditions adequates de facon a 

former un melange react if ; 

b) amener la partie chimique a emettre de ,1a lumiere 
en appli quant une impulsion electrique a 1* electrode 
immergee dans la solution ; 

30 c) de teeter la lumiere emise apres un certain temps de 

retard a partir de 1' impulsion electrique et ainsi 
determiner 1' analyte d'interfit. 
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5. Un proced^ selon l*une quelconque des 
revendications 2, 3 ou 4, caracteris& en ce que Y est une 
cellule entiere, une particule subcellulaire, un virus, un 
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acide nucleique, un polysaccharide, une proteine, un 
polypeptide, un enzyme, un metabolite cellulaire, une 
hormone, un agent pharroacologlque, un medicament, un 
alcaloide, un steroide, une vitamine, un acide amine ou un 
hydrate de carbone. 

6. Un procede selon la revendication 2, caracterise en 
ce que Y est un nucleotide, un oligonucleotide ou 
polynucleotide . 

7. Un procede selon la revendication 5, caracterise en 
ce que Y est un anticorps. 

8. Un procede selon la revendication 3/ caracterise en 
ce que ledit agent chimique est une cellule entiere, une 
particule subcellulaire, un virus, un acide nucleique, un 
polysaccharide, une proteine, un polypeptide, un enzyme, un * 
metabolite cellulaire, une hormone, un agent 
Pharmacol ogi que, une drogue, un alcaloide, un steroide, une 
vitamine, un acide amine ou un hydrate de carbone. 

9. Un procede selon la revendication 3, caracterise en 
ce que ledit agent chimique est immobilise sur la surface 
d'au moins une des electrodes. 

10. Un procede. selon la revendication 3, caracterise 
en ce que ledit agent chimique est un anticorps. 

11. Un procede selon la revendication 4, caracterise 
en ce que ledit analyte est une cellule enti&re, une 
particule subcellulaire, un virus, un acide nucleique, un 
polysaccharide, une proteine, un polypeptide, un enzyme, un 
metabolite cellulaire, une hormone, un agent 
Pharmacol ogique, une' drogue, un alcaloide, un steroide, une 
vitamine, un acide amine ou un hydrate de carbone. 
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12. Un procede selon la revendication 11 , caracterise 
en ce que ledit analyte est un anticorps. 

13 • Un procede selon la revendication 4, caracterise 
5 en ce que ledit agent • chimique est un anticorps. 

14. Un procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que ledit agent chimique est un anticorps specif ique 
de l 1 analyte immobilise a la surface de l'electrode, V est 

10 un anticorps contre un epitope different ou identique de 
1' analyte, et 1* analyte est fixe entre les anticorps, le 
procede etant un essai non. competitif . 

15. Un procede selon la revendication"" 4, caracterise 
15 en ce que ledit analyte est une cellule entiere, une 

particule subcellulaire, un virus, un acide nucleique, ■ un 
polysaccharide, une proteine, un polypeptide, un enzyme, un 
metabolite cellulaire, une hormone, un agent 
pharmacologique, une drogue, un alcalolde, un sterolde, une 
20 vitamine, un acide amine ou un hydrate de carbone. 

16. Un procede seloh I'une quelconque des 
revendi cat ions 3 r 4, 14 ou 15, caracterise en ce que" le 
procede est un procede homogene et en ce que les conditions 

25 adequates sont telles que la partie chimique liee et la 
partie .chimique non liee ne sont pas separees avant que la 
lumiere emise due aux Impulsions electriques soit detectee. 

17. Un procede selon I'une quelconque des 
30 revendications 3, 4, 14 ou 15 caracterise en ce que le 

procede est un procedfe heterogene et en ce que les 
conditions adequates comprennent une separation de .la 
partie chimique liee et de la partie chimique non liee 
avant 1 r application des impulsions electriques a 
35 l' electrode et la inesure de la lumiere emise. 
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18, Un procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que au mo ins une des electrodes est en aluminium. 
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